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6時間冷保存後再潜流D 2)心停止下グラフト群(Non-heart-beating ; NHB群) ,
開胸により心停止を誘導し､ 30分間の温阻血を置いた後､肝摘出､ 6時間冷保
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AMP量を測定した｡即ち､液体窒素を用いてfreeze clamp L -80℃で保存した









(pH5･0)を溶出液とし､ 1.Oml/minの流量でWakosil-Ⅲ 5C18HG columnを使用
して､ high-perfb-ance liquid chromatography (HPLC)法を用いて検体中のATP､
Al)P､ AMP量を測定した(Jusco HPLC analyzer system Gilliver900 series, UV970,
Jusco, Tokyo, Japan). Adenosine　5'-triphosphate sodium salt ､ Adenosine








Nittobo. Fukushima, Japan) 0
5)炎症性サイトカイン
匝川又した再潜流液中のtumornecrosis factor cL (TNF-cL)濃度をenzyme
linked-lmmunO-SOrbent assay (ELISA)) kit (BioSource Rt TNF-cL kit; BioSource









選択し､ Photoshop (Adobe Systems lnc., Sam Jose, Califomia )を用いて開存して
いる類洞腔を抽出し､ Scion Image (Scion Corporation, Frederick, Maryland)を用いて
類洞腔面積/ (観察部位面積一門脈又は肝静脈内腔面積)を計算したo l個体に
っき5切片を検討し､ l個体あたり50カ所の類洞開存面積率を計算した｡
b Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick endllabeling
(TUNEL)染色
ァポト-シスの検出のために､各ラットにつき3箇所の組織検体に対し､ ln






assay kit (Oxis International lnc, Portland, OR)を用いて行ったo検体の作成は
Ge,hardらの方法4に沿って行った｡即ち､ -80℃にて保存した肝組織約200mg
を5mMのbutylated hydroxytoluene (BHT)含20mM Tris buffer (pH7･4) 700pl










Lowry法(DC protein assay, Bio-Rad Laboratories, Inc,Hercules, CA)を用いて同
検体の蛋白濃度を測定し蛋白量当たりのMDA量(nmol/gprotein)を算出した｡
(6)統計学的処理
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a:P<0.05 vs.心停止群, b:P<0.05 vs.前湾流群, C:p<0.05 vs. BV群

















Figure I 1.再濯流後肝グラフト光学顕微鏡所見( × 100)












































1)心拍動下グラフト群(Heart-beating ; HB群,n-7) :心拍動下に肝を摘出し､
6時間の冷保存後再湾流｡
2)心停止下グラフト群(Non-heart-beating ; NHB艶n-8) :開胸による呼吸停
止から心停止を誘導し30分間の温阻血を置いた後､肝臓を掃出し､ 6時間の冷
保存後再潜流｡


































濯流60分間で流出した濯流液中のAsparate aminotransferase (AST)濃度､ alanine
aminotransferase (ALT)濃度､および1actate dehydrogenase (Lr)H)濃度を酵素比











潜流液中のTNF-cL､ lL-1βをenzyme-linked immunosorbent assay kit (BioSource
fntemationa1, Inc., Camarillo, CA)にて測定した｡
5)エネルギー代謝の検討
肝組織中のAdenosine triphosphate (ATP) ､ adenosine diphosphate (ADP) ､
adenosine monophosphate (AMP)濃度を､従来の方法に若干の修正を加えて高速
液体クロマトグラフィー(high-performance liquid chromatography : HPLC)にて
測定した20　ヌクレオチド抽出のため､肝組織を0.5N過塩素酸中で冷却下にホ
モジュナイズした｡ 3000叩m､ 4oC､ 10分間の遠心分離を2回行い､上浦をKOH
にてpH6.0-7.6に滴定し､ 3000rpm, 4oCで10分間遠心したo上浦をUltracent-30
(TosohCo･,Ltd･,Tokyo,Japaヮ)にて嬢過し､ HPLCの検体とした｡ HPLCシステ
ムは､ Jasco HPLC Ap81yzer System (Nihon Bunko, Tokyo, Japan)を､カラムは
W水osi1-ll 5C18 HG column (Wako Pure Ch印lical Industries, Osaka, Japan)を使用し
た.溶出液は60mMリン酸緩衝簡(pH5,P,毎混)を使用し､流速は1･Oml/分と
34
した｡また､所定濃度のATP､ ADP､ AMP (SigmaChemical, St. Louis, MO, USA)
溶液を作成し､ HPLCにて測定することにより検量線を求めた｡ Energy charge
値は､ Atkinsonの式: energy charge -(ATP+ 0.5ADP)/(ATP+ADP十AMP)を用い
て算出した〕｡
6)誘導型NO合成酵素の検討
肝組織中の誘導型NO合成酵素(inducibleNO synthase ‥ iNOS)濃度を､ウェ
スタンプロット法にて測定した｡蛋白質抽出のため肝組織をプロテアーゼイン
ヒビターカクテル(Complete Mini, EDTA-free ; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany)を含有したTrisバッファー(10mM Tris at pli7.5, 10mM NaCl, 0.1mM
EDTA,015%TritonX-100)で冷却下にホモジュナイズした｡ 15,000rpm､ 4｡C､ 10
分間の遠心分離を2回行い､上清を回収し､サンプルバッファー(lmMTris_HCl




SOS-polyacrylamide gelにて泳動後､ polyvinylidene di什uoride (PVDF)膜に転写し
た｡転写した膜を5%スキムミルク添加pBS-T (0.1% Tween-20添加pBS)にて
ブロッキングし､ 5%スキムミルク添加pBS-Tにて10,000倍希釈したiNOS一次
抗体(BD Biosciences Pharmingen, CA, USA)と4oCで一晩反応させた｡二次抗
体はhorseradish peroxidase (HRP)標識抗ウサギIgG抗体(cell Signaling
Teclmologies, Beverly, MA, USA)を使用し､ 5%スキムミルク添加pBS-Tで希釈
し､ 1時間反応させた｡目的とする蛋白質の検出は､ ECL (the enhanced
chemiluminescent, Amersham Phamacia Biotech)法に準じた｡化学発光はルミノ･
イメージアナライザー(LASl1000, Fujifilm, Tokyo)で撮影した｡蛋白発現の定
量分析は､lmage Gauge for Windows Version 3.45 (Fujifilm, Tokyo)で撮影の解析
を行い､同サンプルから得られたActin発現量との相対比として算定した｡ Actin
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Figures
60分間常温定圧港流で流出した潜流液中のAST濃度､およびrJDH



















































































再潜流後の肝光学顕微鏡所見D IOO倍率視野(A､ B､ C)および
400倍視野(D､ E､ F) a HB群(A､ D)では､類洞腔が十分保たれ
ており､肝細胞の変性も少なく構造が良好に保たれていた｡ NHB群
(B､ E)では構造が破壊された類洞が目立ち､肝細胞の変性も顕著
であるのに対し､ ED群(C､ F)では､洞腔の保たれた類洞が多く､
肝細胞の変性も少なかった｡
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